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研究成果の概要（和文）： 
 我々を取り巻く環境にはカドミウムやメチル水銀などの種々の有害金属が存在し、生体
は常にそれらのストレスに曝されている。一方、生体はそれらの環境ストレスを感知し、
応答・適応する生体防御システムを有することが近年示されている。本研究では生体防御
遺伝子群の発現を制御している転写因子 Nrf1 に着目し、重金属に対する防御的役割およ
びその応答機構を解析した。その結果、ウシ大動脈血管内皮細胞において、Nrf1 はカドミ
ウムおよびメチル水銀に対して毒性防御に働いていることを明らかにした。更に、Nrf1 は
カドミウムによって活性化されて核に移行し、抗酸化剤応答配列（ARE）下流の NAD(P)H:
キノン酸化還元酵素やペルオキシレドキシン 1 などの発現を誘導することを明らかにした。
これらの結果は、転写因子 Nrf1 が重金属に対する毒性防御の細胞応答システムとして機
能していることを示唆している。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Heavy metals such as cadmium and methylmercury are environmental pollutants 
that can target the vascular endothelium. In this study, we investigated the 
participation of transcription factor Nrf1 in cellular protective response to heavy 
metals. siRNA-mediated knockdown of Nrf1 resulted in an increase in sensitivity to 
cadmium and methylmercury in bovine aortic endothelial cells. Furthermore, exposure 
of cells to cadmium caused activation of Nrf1, leading to up-regulation of downstream 
genes such as NAD(P)H:quinone oxidereductase 1 and peroxiredoxin 1. Taken together, 
these results suggests that Nrf1 acts as a defense system against heavy metals 
–induced toxicity. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 環境中には多種多様な化学物質が存在し、
生体は常にそれらのストレスに曝されてい
る。その中でも重金属であるカドミウムやメ
チル水銀は、それぞれイタイイタイ病および
水俣病の原因物質であることが知られてい
るが、現在でも低レベルで環境中および食品
中にユビキタスに存在しヒトの健康を障害
する可能性があることから、国際的にも
FAO/WHO 合同食品添加物専門家会議によ
る安全性評価の積極的な見直しが行われて
いる。カドミウムおよびメチル水銀の生体影
響を理解するには、その毒性発現機構の解明
が不可欠であり、国内外の研究者によりこれ
まで積極的に研究が進められてきた。しかし
ながら、カドミウムおよびメチル水銀に対す
る細胞応答を担う生体防御システムの解明
は立ち遅れていたと言える。 
 一般に有害な化学物質に曝された細胞は、
ストレスを感知し、応答・適応する防御シス
テムを備えている。しかしながら、その曝露
量が過剰な場合や曝露期間が長期に渡る場
合には、生体が適応可能な閾値を超えて恒常
性が破綻し、その結果として中毒症状を引き
起こす。したがって、カドミウムやメチル水
銀による毒性の表現型は、毒性発現系と生体
防御系との総和であり、その意味で特に生体
防御系の解明は、カドミウムおよびメチル水
銀の毒性を評価する上で重要である。 
 親電子性物質/酸化ストレスに対する生体
の感知・応答システムの発見に関しては、山
本雅之教授（東北大）らの研究グループが
「Keap1-Nrf2 システム」を世界に先駆けて
発見し、非常に注目されている。すなわち、
転写因子 Nrf2 は普段はその制御タンパク質
である Keap1 によって細胞質に留められ素
早い分解を受けているが、親電子性の異物や
酸化ストレスなどによって感知・応答センサ
ーである Keap1 の SH 基が修飾を受けると、
Nrf2 の分解は抑制され核に蓄積し、抗酸化応
答配列（ARE）に結合して下流遺伝子の発現
を強力に誘導する。Nrf2 によって転写活性化
を受ける遺伝子群は多岐に渡り、ヘムオキシ
ゲナーゼ-1やペルオキシレドキシン 1などの
抗酸化酵素群、グルタチオン合成に関わる酵
素群、グルタチオン S-転移酵素などの第 2 相
異物代謝酵素群、多剤耐性関連タンパク質な
どの第 3相異物排泄トランスポーターなどが
これまでに明らかにされている。一方、転写
因子 Nrf2 と同じく CNC 転写因子群に属し、
ARE に結合する転写因子 Nrf1 については、
その制御機構を含め生体防御機構における
役割はほとんど解明されていない。最近の研
究により、Nrf1 は糖鎖修飾を受けた糖タンパ
ク質であり、糖鎖結合型は小胞体膜に、脱糖
鎖型は核に局在していることが明らかとな
った。このことは、Nrf1 は糖鎖シグナルを介
した生体防御機構を有していることを示唆
している。しかし、重金属に対する防御的役
割を含め、その制御機構は全く明らかになっ
ていない。 
 
２．研究の目的 
 
 近年、カドミウムの毒性に対する防御応
答機構において、Keap1-Nrf2 システムが
重要な役割を果たしていることを我々は明
らかにした。また、2009 年に Nrf1 がメタ
ロチオネインの発現に関与していることが
報告され、Nrf2 だけでなく Nrf1 も重金属の
毒性に対して非常に重要な役割を果たして
いることが予想される。そこで、本研究の目
的は培養細胞を用いて、１）重金属毒性に対
する転写因子 Nrf1 の防御的役割を調べる、
２）転写因子 Nrf1 を介した重金属に対する
細胞の応答機構を明らかにする。環境汚染重
金属のモデルとして、カドミウムおよびメチ
ル水銀を使用する。 
 
３．研究の方法 
 
 近年重金属の標的組織の 1つとして血管内
皮細胞が注目されていることから、細胞はウ
シ大動脈血管内皮細胞 (BAEC) を用いた。
タンパク質の発現はウエスタンブロット法
で検出した。mRNA の発現量の変化はリアル
タイム PCR 法にて測定した。Nrf1 のノック
ダウンは、全長 Nrf1 を標的とする siRNA を
リポフェクション法で導入した。細胞毒性は
MTT 法および LDH 法にて検討した。ARE
の転写活性化はルシフェラーゼ法で検討し
た。細胞内カドミウムの蓄積量は ICP-MS 法
で測定した。転写因子と DNA の相互作用は
クロマチン免疫沈降アッセイで検討した。 
 
４．研究成果 
 
 ウシ大動脈血管内皮細胞において、
SDS-PAGE 上にて約 150 kDa の Nrf1 の発
現が観察された。このバンドは N 結合糖鎖付
加阻害剤であるツニカマイシンの処理によ
り約 110 kDa にシフトしたことから、約 150 
kDa のバンドが糖鎖結合型、約 110 kDa の
バンドが脱糖鎖型であることが示唆された。
そこで全長 Nrf1 を標的とする siRNA を設
計・導入して当該転写因子をノックダウンし
たところ、抗酸化剤応答配列（ARE）の転写
活性化は減弱し、カドミウムおよびメチル水
銀の細胞毒性は有意に増強された。このとき、
細胞内カドミウム蓄積量に変化は見られな
かった。 
 次に、カドミウムに対する Nrf1 の応答に
ついて検討したところ、カドミウムの曝露に
より脱糖鎖型 Nrf1 の発現が濃度依存的に増
加し、核に蓄積した。このとき、Nrf1 の
mRNA 量に変化は見られなかったことから、
カドミウムにより Nrf1 タンパク質の分解が
抑制されている可能性が示唆された。そこで
Nrf1 の分解機構について検討したところ、プ
ロテアソームの阻害剤である MG-132 の処
理によりNrf1は短時間で細胞内に蓄積した。
またタンパク質合成阻害剤であるシクロヘ
キシミドの処理により、Nrf1 は半減期約 14
分で速やかに分解された。カドミウム曝露に
よる Nrf1 タンパク質の安定性の変化を検討
したところ、糖鎖結合型 Nrf1 の半減期に変
化は見られなかったが、脱糖鎖型 Nrf1 の半
減期が Cd の曝露により増長されていたこと
から、Nrf1 は Cd により分解が抑制されるこ
とで活性化されることが示唆された。 
 一方、カドミウムの曝露により、転写因子
Nrf2 の活性化に伴うヘムオキシゲナーゼ
-1(HO-1)、メタロチオネイン-I/II(MT-I/II)、
NAD(P)H:キノン酸化還元酵素 1(NQO1)お
よびペルオキシレドキシン 1(Prx1)などの
ARE 下流のタンパク質の発現誘導が観察さ
れたが、Nrf1 のノックダウンにより NQO1
や Prx1 の発現誘導レベルが低下した。さら
に、Nrf1 の当該遺伝子のプロモーター領域へ
のリクルートを検討したところ、カドミウム
の曝露によって NQO1 および Prx1 のプロモ
ーター上AREへのNrf1の結合がいずれも有
意に上昇していた。以上より、BAEC におい
て Nrf1 はカドミウムによって活性化され、
抗酸化酵素群の発現を制御してカドミウム
の毒性に対して防御的に働く転写因子であ
ることが示唆された。我々は Nrf2 がカドミ
ウムによって活性化され、ARE を介して
HO-1 や MT-I/II やの発現誘導に関わること
を明らかにしていることから、BAEC はカド
ミウムの細胞内侵入に対して異なる CNC 転
写因子群を活性化することで、本重金属の不
活性化および酸化ストレス防御系を上昇さ
せ適応しているのかもしれない。 
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